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临床 研究 


SFRP4 和 DKK1 在 宫颈 钱 癌 中 的 表达 及 临 床 病理 意义 
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摘要 :目的 研究 分 泌 型 卷曲 相关 和 蛋白 (SFRP4) 及 Want 信 和 号 通路 抑制 因子 DKK1(Dickkopf-1) 在 宫颈 鳞 癌 中 的 表达 及 临床 病理 
意义 。 方 法 采用 逆转 录 聚 合 酶 链 式 反应 (REPCR) 检 测 66 例 宫颈 鳞 癌 组 织 中 及 26 例 正常 宫颈 组 织 中 DKK1 和 SFRP4 mRNA 
的 表达 水 平 ;采用 免疫 组 织 化 学 法 检测 66 例 宫颈 鳞 癌 组 织 中 及 26 例 正常 宫颈 组 织 中 DKK1 和 SFRP4 和 蛋白 的 表达 水 平 。 应 用 
SPSS17.0 统 计 学 软件 进行 统计 学 分 析 ,研究 DKK1 和 SFRP4 的 表达 与 宫 贷 鳞 癌 患者 主要 临床 病理 指标 的 关系 。 结 果 A 
瘤 SFRP4 表 达 高 于 正常 宫颈 (P<0.01)。 富 颈 鳞 癌 DKKI1 表达 低 于 正常 宫颈 (P<0.05)。DKK1 和 SFRP4 在 宫颈 鳞 癌 中 的 表达 与 
临床 病理 分 期 组 织 分 化 程度 有 无 淋巴 转移 及 浸润 深度 有 关 (P 均 <0.05)。DKK1 与 SFRP4 在 宫颈 鳞 癌 中 的 表达 呈 负 相关 (P< 
0.01)。 结 论 Want 信 和 号 通路 上 游 因 子 SFRP4 和 DKKI 在 宫颈 鳞 痪 发生 中 起 关键 作用 ,并 且 与 宫颈 鳞 癌 的 临床 病理 指标 密切 相关 。 
关键 词 :宫颈 鳞 癌 ;DKK1;SFRP4; 免 疫 组 织 化 学 法 ;逆转 录 聚 合 酶 链 式 反应 


Expression of SFRP4 and DKK1 in cervical squamous cell carcinoma and the 
clinicopathological implications 
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Abstract: Objective To investigate the expression of SFRP4 and DKK1 in cervical squamous cell carcinoma and explore the 
clinicopathological implications. Methods Immunohistochemistry and reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) were used to detect the expressions of SFRP4 and DKKI1 in 66 cervical squamous cell carcinoma and 26 normal 
cervical specimens. Results SFRP4 expression was significantly higher (P«0.01) and DKK1 expression was significantly lower 
(P«0.05) in the carcinoma tissues than in normal cervical tissues. DKK1 was negatively correlated with SFRP4 in the carcinoma 
tissues (P«0.01), and their expressions were associated with the clinical stages, tumor differentiation, depth of invasion and 
lymph node metastasis of the tumors (P«0.05). Conclusion SFRP4 and DKKI, the upstream components of the Wnt pathway, 
play a key role in the tumorigenesis of cervical squamous cell carcinoma, and their expressions are associated with the 
clinicopathological features of the malignancy. 
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宫颈 痪 是 妇科 常见 恶性 肿瘤 之 一 ,其 发 病 率 仅 次 于 
乳腺 癌 位 居 第 二 位 , 据 文献 报道 ,我 国 每 年 新 增 宫 颈 瘤 
病例 约 13.5 万 例 , 占 全 球 宫颈 癌 发 病 数量 的 13 ,已 成 为 
严重 威胁 我 国 女 性 生命 健康 的 主要 疾病 。 目 前 认为 高 
危 型 人 乳头 瘤 病毒 是 引起 宫 贫 癌 的 主要 原因 ,但 仍 有 一 
部 分 患者 无 病毒 感染 而 发 生 宫 贷 癌 ,因此 存在 其 他 致 病 
因素 的 可 能 。Want 信 和 号 通路 与 肿瘤 的 发 生发 展 密切 相 
关 , 该 信号 通路 的 激活 可 以 导致 多 种 癌 的 发 生 。 在 宫颈 
癌 的 发 生发 展 过 程 中 ,目前 该 信号 转 导 途径 倍 受 关 
注 。Wnt 信 号 通路 是 与 细胞 分 化 \, 极 性 、 转 移 浸润 . 连 
接 、 存 活 密 切 相关 的 一 条 关键 的 通路 "。 研 究 发 现 Wnt 
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言 号 通路 受到 许多 不 同 持 抗 分 子 的 抑制 调节 ,分泌 性 卷 
曲 相 关 和 蛋白 家 族 (SFRP1-5) 及 Dickkopf 蛋白 家 族 
(DKK1-4) 为 重要 的 调节 因子 。 在 卵 集 癌 " 和 子宫 内 膜 
Jig ^" rH, SFRPI 和 SFRP4 表 达 下 调 。 相 反 的 是 ,在 乳腺 
癌 、 结 直肠 癌 和 前 列 腺 癌 中 ,SFRP4 表 达 上 调 。 但 在 
内 外 人 研究 中 ,富有 贷 癌 中 的 表达 比较 少见 。DKK1 是 
DKK 家 族 中 研究 最 多 的 成 员 。DKK1 是 分 泌 性 蛋白 
质 , 与 胚胎 发 育 过 程 中 头 的 形成 有 关 , 与 LRP5/6 结 合 ， 
阻 断 Wnt-l 信 号 起 到 Want 信 号 通路 抑制 因子 的 作用 。 
据 报 导 DKKI1 在 食管 鳞 癌 .上 肝 细胞 癌 .肺癌 及 多 发 性 骨 
髓 瘤 等 疾病 的 表达 上 调 " ,但 在 宫颈 瘤 的 研究 中 较 少 
见 。 由 此 可 见 DKK1 和 SFRP4 在 宫颈 鳞 癌 中 的 表达 情 
况 目前 仍 缺 乏 足够 的 研究 证 据 。 本 研究 采用 免疫 组 织 
化 学 法 和 RT-PCR 技 术 , 对 DKK1 和 SFRP4 在 宫颈 鳞 癌 
中 的 表达 进行 检测 ,并 分 析 其 与 临床 病理 特征 的 关系 ， 
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从 而 进一步 探讨 Wnt/B-catenin 信 号 转 导 途径 在 宫 颁 鳞 
癌 发 生发 展 中 的 作用 机 制 ,为 临床 上 靶 向 治疗 宫颈 癌 提 
供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 一 般 资料 

标本 采集 为 2011 年 10 月 ~2012 年 10 月 期 间 , 在 承 
德 医学 院 附 属 医 院 经 手术 治疗 后 病理 证 实 为 宫 贷 鳞 癌 
标本 66 例 , 术 前 均 未 接受 放 化 疗 ,患者 平均 年 龄 44 岁 
(29~73 岁 ) ,其 中 <44 岁 32 例 ,=44 岁 34 例 ,病理 分 级 ， 
高 中 分 化 29 例 , 低 分 化 37 例 。 浸 润 深度 <1/2 的 34 
例 ,>1/2 的 32 例 。 其 中 FIGO 分 期 期 36 例 ,工期 30 
例 。 淋 巴结 有 转移 者 19 例 ,无 转移 者 47 例 。 选 取 同 期 
同年 龄 组 因 妇 科 良 性 肿瘤 行 全 子宫 切除 术 , 术 后 经 病理 
检测 证 实 为 正常 宫颈 组 织 的 26 例 作为 对 照 组 。 标 本 离 
体 后 快速 前 取 100 mg 组 织 冻 存 于 液 氮 中 ,随后 转 
28-80 C 冰 箱 中 保存 ,用 于 提取 mRNA ,其余 组 织 采 取 
常规 取材 石蜡 包 埋 ,用 于 免疫 组 化 染色 。 
1.2 方法 
1.2.1 采用 SP 免疫 组 化 法 免 抗 人 SFRP4 多 克隆 抗体 
购 自 于 美国 Proteintech 公 司 , 免 抗 人 DKK1 单 克隆 抗体 
购 自 美国 EPITOMICS 公司 , SP ix] e C ERU 58.) UU] FH JU 
京 迈 新 生物 科技 有 限 公 司 。 操 作 步 又 严格 按照 免疫 组 
化 试剂 盒 说 明 书 进行 。 结 果 判 定 :DKKI1 及 SFRP4 阳 性 
表达 定位 于 细胞 浆 ,并 按 阳性 细胞 比例 评分 :阳性 细胞 
Hoff] «2596 , 25965-5096 ,5196—1596 * » 1596 ,分 别 判定 为 
0.1.2.3 分 ; 按 着 色 强 度 评分 :不 着 色 为 0 分 ,浅黄 色 为 1 
分 , 棕 黄 色 为 2 分 , 棕 褐 色 为 3 分 。 根 据 两 项 乘积 进行 综 
合 评分 :0 分 为 阴性 ,1 分 及 以 上 为 阳性 。 采 用 双 盲 阅 片 法 。 
1.422 RT-PCR 技术 RNA 提取 试剂 盒 Trizol 购 自 
Gibco 公司 , 道 转录 试剂 盒 购 自 TaKaRa 公 司 。 采 用 
Trizol 试剂 一 步 法 提取 总 RNA ,然后 用 AMV 道 转录 
酶 将 其 反 转 录 成 cDNA, 扩 增 片段 为 145 bp, 以 B-actin 
作为 内 参照 基因 。DKKI1 基因 上 游 引 物 
(5-AGCGGGGCCATTTCACAAAG-3)) ; 下游 引物 
(5'"GATCATAGCACCTTGGATGGG-3) 。 SFRP4 基 
因 上 游 引 物 (5-TGTGTTACGAGTGGCG-3') ;下 游 引 
物 (5-GGGGGATTACTACGACTG-3') 。B-actin 基 
上 游 引 物 (5-CTGGGACGACATGGAGAAAA-3'); 下 
游 引 物 (5-AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC-3') 。 引 
物 合成 由 TaKaRa 公 司 完成 。PCR 反应 产物 经 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 后 ,以 每 例 DKK1 和 SFRP4 分 别 与 相应 B-actin 
扩 增 产物 条 带 累积 光 密 度 (IOD) 的 比值 作为 DKK1 和 
SFRP4 mRNA 的 相对 表达 量 。 
1.3 统计 学 方法 

应 用 SPSS17.0 统 计 学 软件 对 数据 进行 统计 分 析 。 


计量 资料 采用 均 数 + 标准 差 表示 ,采用 两 独立 样本 : 检 
验 。 计 数 资料 采用 Fisher 确 切 概率 法 或 卡 方 检验 进行 
比较 。 采 用 Spearman 相关 分 析 SFRP4 X DKK1 表达 
的 相关 性 。 以 P<0.05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 通过 免疫 组 织 化 学 法 检测 SFRP4 和 DKKI 蛋白 在 
宫颈 鳞 癌 及 正常 宫颈 中 的 表达 

经 x 检验 ,宫颈 鳞 癌 中 SFRP4 表 达 高 于 正常 宫 贫 ， 
差异 具有 统计 学 意义 (X=8.49,P<0.01)。DKKI1 在 宫颈 
鳞 癌 中 的 表达 低 于 正常 宫颈 ,差异 有 高 度 统计 学 意 
义 (X=5.72,P<0.05, 图 1~4 和 表 1)。 
2.2 SFRP4 和 DKK1 和 蛋白 的 表达 与 宫颈 鳞 冶 临床 病理 
指标 间 的 关系 

SFRP4 蛋白 在 高 中 分 化 组 的 表达 低 于 低 分 化 组 
(3:26.49, P<0.05); 无 淋巴 结 转移 组 低 于 有 淋巴 结 转 移 
组 (x=7.20, P«0.01) ; I 期 组 的 表达 低 于 工期 组 (x= 
9.47, P<0.01)。 漫 润 深度 <1/2 组 低 于 >1/2 组 (X=8.04， 
P<0.01) 。SFRP4 人 蛋白 水 平 的 表达 与 年 龄 无 关 (x= 
0.18,P>0.05)。DKK1 和 蛋白 在 高 中 分 化 组 的 表达 高 于 
低 分 化 组 (X=8.40,P<0.01); 工期 的 表达 则 高 于 开 期 组 
(027.83, P<0.01 ) ;无 盆腔 淋巴 结 转移 组 高 于 有 淋巴 
结 转移 组 )X=6.41,P<0.05)。 浸 润 深度 <1/2 组 高 于 >]1/ 
2 组 (2=7.52,P<0.01)。DKKI1 和 蛋白 水 平 的 表达 与 年 龄 
无 关 (X=0.05,P>0.05, 表 2)。 
2.3 通过 PTPCR 技术 检测 SERP4 fe DKK1 mRNA 在 
宫颈 鳞 癌 及 正常 宫颈 中 的 表达 

正常 宫颈 组 织 中 SFRP4 mRNA 的 表达 量 为 0.11+ 
0.01; 高 中 分 化 宫颈 鳞 癌 组 织 中 SFRP4 mRNA 表达 量 为 
0.39+0.04; 低 分 化 宫颈 鳞 痪 组织 中 SFRP4 mRNA 表达 量 
为 0.76+0.06。 两 两 比较 差异 有 显著 性 (P<0.01, 图 5)。 

正常 宫颈 组 织 中 DKK1 mRNA 的 表达 量 为 0.85+ 
0.06; 高 中 分 化 宫 贷 鳞 癌 组 织 中 DKK1 mRNA 表达 量 
为 0.50+0.04; 低 分 化 言 颈 鲜 席 组 织 中 DKK1 mRNA 表达 
量 为 0.13+0.01。 两 两 比较 差异 有 显著 性 (P<0.01, 罗 6)。 
2.4 SFRP4 和 DKK1 mRNA 的 表达 与 宫颈 鳞 癌 临床 病 
理 指标 间 的 关系 

SFRP4 mRNA 水 平 的 表达 在 有 淋巴 结 转移 组 
(0.76+0.14) 高 于 无 淋巴 结 转 移 组 (0.55+0.16)。FIGO 
分 期 工期 组 (0.69+0.10) 高 于 I 期 组 (0.39+0.09)。 浸润 
深度 >1/2 组 (0.73+0.10) 高 于 <1/2 组 (0.38+0.08)。P 均 
<0.05。SFRP4 mRNA 表达 在 不 同年 龄 分 组 中 的 表达 
无 明显 差异 (P>0.05)。 

DKK1 mRNA 水 平 的 表达 在 有 淋巴 结 转移 组 
(0.15+0.09) 低 于 无 淋巴 结 转移 组 (0.35+0.19)。FIGO 
分 期 工期 组 (0.13+0.05) 低 于 工期 组 (0.48+0.09)。 浸 润 
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图 1 SFRP4 在 宫颈 鳞 癌 组 织 中 的 表达 


Fig.1 Expression level of SFRP4 in SCC (SP, original magnification, x400). 


图 2 SFRP4 在 正常 宫颈 组 织 中 的 表达 


Fig.2 Expression level of SFRP4 in normal cervix (SP, original magnification, x400). 


图 3 DKK1 在 宫颈 鳞 癌 组 织 中 的 表达 


Fig.3 Expression level of DKK1 in SCC (SP, original magnification, x400). 


图 4 DKK1 在 正常 宫颈 组 织 中 的 表达 


Fig.4 Expression level of DKK1 in normal cervix (SP, original magnification, x400). 


X1 SFRP4 和 DKK1 在 宫颈 鳞 癌 和 正常 宫颈 组 织 中 的 表达 
Tab.1 Expression level of SFRP4 and DKK1 in SCC and normal cervix 


SFRP4 DKKI 
GROUP n 
- E X P - $ X P 
NC 26 16 10 7 19 
8.49 0.004 5.72 0.017 
SCC 66 19 47 36 30 


NC: normal cervix. 


深度 >1/2 组 (0.41+0.10) 低 于 <1/2 组 (0.70+0.12)。P 均 

<0.05。DKK1 mRNA 表达 在 不 同年 龄 分 组 中 的 表达 无 

明显 差异 (P>0.05)。 

2.5 宫颈 鳞 癌 组 织 中 SFRP4 和 DKK1 表 达 的 相关 性 
Spearman 等 级 相关 分 析 结 果 显 示 ,SFRP4 和 DKK1 

蛋白 的 表达 呈 明 显 负 相关 (r=-0.524, P<0.01)。SFRP4 和 

DKK1 mRNA 的 表达 呈 明 显 负 相关 )r=-0.861,P<0.01)。 


3 讨论 
女性 生殖 系统 肿瘤 中 , 宫 贷 癌 是 发 病 率 最 高 的 恶性 


肿瘤 之 一 ,而 且 发 病 年 龄 趋 于 年 轻 化 。 目 前 Wnt 信 号 转 
导 途 径 备 受 关注 , 宫 颂 癌 的 发 生 与 癌 基 因 的 激活 , 抑 癌 
基因 的 失 活 密切 相关 。Wnt 信 号 转 导 途 径 受 到 分 泌 型 
蛋白 的 调节 ,如 Dikkopf (Dkk), 分 泌 型 卷曲 蛋白 (sSFRP) 
和 Cerberus1(Cer1)”"。 据 研究 文献 表明 ,我们 推测 富 
颈 癌 是 通过 Wnt 抑 制 因 子 SFRP 进 行经 典 通路 的 活化 ， 
特别 是 SFRP4 和 DKK 的 失 活 完成 的 ”。 

大 量 的 研究 表明 DKKI 在 多 种 病理 和 生理 过 程 中 
起 到 重要 作用 ,如 破 骨 细胞 ”和 成 人 海马 细胞 的 形 
成 ,以 及 肿瘤 的 增生 存活、 转移 和 侵袭 “7”。 然 而 ， 
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X2 SFRPATIDKK18 EÉSAGA E A SPEC PTS EB TER IBI BARS 
Tab.2 Correlations of SFRP4 and DKK1 with the clinicopathological characteristics of SCC 


SFRP4 DKKI 
Groups n R X P " " P 
Age 
<44 32 10 22 17 15 
0.18 0.668 0.05 0.822 
244 34 9 25 19 15 
Differentiation 
Well 29 13 16 10 19 
6.49 0.011 8.40 0.004 
Poor 37 6 3l 26 11 
Depth of invasion 
<1/2 34 15 19 13 21 
8.04 0.005 7.52 0.006 
21/2 32 4 28 23 9 
FIGO 
I 36 16 20 14 22 
9.47 0.002 7.83 0.005 
II 30 3 21 22 8 
Lymph node metastasis 
Non 47 18 29 21 26 
Metastasis 19 1 18 7.20 0.007 15 4 6.41 0.011 


actin SFRP4 和 鳞 状 食道 癌 存 在 过 表达 ;并 且 ,DKKI 在 
肾 癌 和 乳腺 癌 也 是 高 表达 下。 然而 DKK1 在 
宫颈 鳞 癌 中 的 表达 国内 尚 缺乏 足够 的 研究 证 
据 。 本 研究 通过 免疫 组 织 化 学 法 和 PT-PCR 
技术 检测 DKKI1 在 宫颈 鳞 癌 中 的 表达 , 结 


显示 :无论 是 在 蛋白 水 平 还 是 mRNA 水 平 ， 
图 5 SFRP4 在 正常 宫颈 及 宫颈 鳞 癌 组 织 中 RNA 水 平 的 表达 DKK1 在 宫颈 鳞 癌 中 的 表达 均 下 调 ,并 且 与 
Nema cereo 2, SCC of well difiereniaom 3, SCC of ae 临床 病理 分 期 组织 分 化 程度 有 无 淋巴 转移 
differentiation. 及 浸润 深度 密切 相关 。 由 此 我 们 可 以 推论 : 
DKK1 是 宫 贷 鳞 癌 中 Wnt 信 号 通路 的 持 抗 

J 剂 ,由 于 DKK1 表达 减少 或 缺失 ,可 引起 Wnt 

信号 通路 的 激活 ,从 而 导致 宫颈 鳞 癌 的 发 生 ， 


DKK1 表达 与 宫 贷 鳞 癌 的 侵 认 和 转移 也 密切 
相关 。 

SFRPs 是 直接 与 Wnt 结 合 的 分 泌 型 重 白 
ZIR” .SFRPs 蛋白 结构 中 富 含 半 胱 氨 酸 区 


图 6 DKKI 在 正常 宫颈 及 宫颈 鳞 癌 组 织 中 RNA 水 平 的 表达 域 (cysteine-rich domain, CRD) ,此 半 胱 氮 栈 
Fig.6 Expression level of DKK1 mRNA in SCC and normal cervix. 1: NP MEER jE is EE pie inu: 

Normal cervical tissue; 2: Well differentiated SCC; 3: Poorly 富 含 区 域 与 卷曲 型 蛋白 受 体 家 族 中 的 CRD 

differentiated SCC. 具有 30%~50% 的 同 源 性 。SFRPs 蛋白 可 以 

TE P VET] Frizzled 受 体 与 Wnt 的 结合 从 而 

DKRKI 在 肿瘤 中 的 作用 尚 存在 争议 。 一 方面 ,DKKI 作 阻 断 Wot 的 信号 传导 ”。 在 多 种 肿瘤 中 


为 肿瘤 的 抑制 剂 发 挥 作用 。 例 如 :Qi 等 "2 研究 发 现 “SFRPs 表 达 下 调 , 包 括 间 皮 瘤 和 胃癌 等 。 相 反 ,在 结 直 
DKKI 在 结肠 癌 中 的 低 表 达 , 表 明 DKKI 在 肿瘤 形成 中 ”上 肠 癌 、 乳 腺 癌 和 前 列 腺 癌 中 ,SFRP4 则 表达 上 调 ”“。 本 
可 能 扮演 着 抑 癌 基因 的 作用 中 ,确实 ,上 调 DKK1 能 够 。 研究 采用 免疫 组 织 化 学 法 和 PT-PCR 技术 对 宫颈 鳞 癌 
降低 结肠 癌 细 胞 的 增殖 、 克 隆 、 转 移 和 侵 裂 。 男 一 方 。 中 SFRP4 表 达 进 行 检 测 , 结 果 显 示 : 宫 贷 鳞 癌 中 SFRP4 
面 ,一 项 研究 显示 DKKI 在 小 细胞 肺癌 、 非 小 细胞 肺癌 ”表达 上 调 , 并 且 SFRP4 与 临床 病理 分 期 .组织 分 化 程度 、 


201712.00836v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


J South Med Univ, 2015, 35(7): 1063-1067 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


: 1067 - 


有 无 淋巴 转移 及 浸润 深度 密切 相关 。 因 此 ,SFRP4 可 能 
作为 宫颈 鳞 癌 的 监测 指标 ,进一步 评估 宫 倾 鳞 癌 的 侵袭 
转移 等 生物 学 特性 等 方面 发 挥 重 要 的 临床 意义 。 

综 上 所 述 ,在 宫 贷 鳞 癌 组 织 中 DKKI1 低 表 达 ,而 
SFRP4 高 表达 ,在 宫颈 鳞 痛 组 织 中 两 者 呈 负 相关 ,并 且 
均 与 富 颂 鳞 癌 的 临床 病理 分 期 .组织 分 化 程度 有 无 淋 
巴 转移 及 浸润 深度 密切 相关 。 因 此 可 推论 ,SFRP4 表 达 
上 调 与 DKK1 的 表达 下 调 协 同 作用 ,促使 富有 贷 鳞 癌 的 发 
生 。DKK1 作 为 Wnt 信 号 通路 的 持 抗 剂 ,为 宫颈 鳞 癌 的 
诊断 和 治疗 提供 一 个 新 的 分 子 靶 点 。 而 SFRP4 的 高 表 
达 , 可 能 作为 宫颈 鳞 癌 的 监测 指标 发 挥 作 用 。 
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